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La pr^sente invention est relative a un nouveau 
proc£d£ de production de fractions natives de Leishmania 
et aux propri£t£s biologiques et biochimiques des fractions 
natives obtenues par ce proc£d£» 
5 Far n activity immunog&ne" on entend dans ce qui 

va suivre une activity qui provoque une r£ponse de la part 
des cellules impliqu^es dans le systfeme immunitaire* 

Des fractions polypeptidiques de Leishmania {para- 
- sites du genre Leishmania responsables de maladies parasi- 

10 taires humaines graves largement repandues dans ies deux 
hemispheres) de poids mol^culaires de 1'ordre de 25 KD,40 kD, 
7D kD et 113 kD sont cohnues par le Brevet Fran^ais 
n° 84 15079 publie sous le n° 2 570 947 et leurs proprietes 
antigeniques ont ete d£crites dans ce Brevet, en particulier 

15 I'activite immunogkne de l'antigene de 7 0 kD, qui serait 
present dans toutes les souches de Leishmania £tudi£es 
dans ce Brevet- Selon ce dernier, ces fractions polypep- 
tidiques ' sont obtenues a partir de lysats des parasites 
susdits ou de "surnageants de milieux de culture de ces 

20 parasites, dont les fractions polypeptidiques sont sdparees 
par electroelution de la region d'un gel de polyacrylamide- 
SDS sur lequel ont ete separes les differents antigenes 
du ou des parasites, laquelle region correspond a une four- 
chette de poids moleculaires. Ce precede, cependant, ne 

25 permet d'obteriir et d^tudier que des fractions d£natur£es, 
qui ne sont, au demeurant, obtenues qu'en faibles quantit^s. 

XI a pu &tre etabli ulterieurement que les frac- 
tions polypeptidiques antigeniques identifies dans le 
Brevet Frangais 2 570 947 susceptibles d'etre mises en 

30 oeuvre pour la production de compositions vaccinantes contre 
les leishmanioses, sont des glycoproteins s prdsentant res- 
pectiveinent des poids mol^culaires de l*ordre de 70 kD 
(et des groupes glucose et mannose), de I'ordre de 20 kl> 
ou de 30-32 kD Cet des groupes fucose et ct-D-ft-ac^tyl-galacto- 

35 samine), et peuvent etre isol^es a partir de lysats de 
di verses especes de Leishmania, en procedant comme d£crit 



2615103 



2 

dans le Brevet Pra^ais 85 01892 public sous le n° 2 577 140, 
par d^naturation de suspensions sonigu^es de lysats de 
cultures de parasites, par du SDS et du £,,mercapto£thanol 
a 10G e C, suivie de leur f ractionnement sur gel de polyacry- 

5 lamide* Ce proc£d£, qui est praticable uniquement k l*6chelle 
du laboratoire et n*est pas transposable k l^chelle indus- 
trielle, donne lieu k des fractions d£natur£es, contamin^es 
par le SDS, puisque trait^es par du SDS, du £ ~mercapto<£thanol 
et chauffdes a 100°C pendant 5 minutes. 

10 La presente invention s'est fix£ pour but de 

pourvoir a des fractions natives {non d£natur£es) de 
Leishmania, pr£sentant des proprieties inramnogenes et en 
particulier une activite immunogene protectrice in vivo 
et une activite lymphoprolif erative, c'est-a-dire une 

15 activity mitogene sur les lymphocytes et une activity. 
d 1 induction d'une activite inter leukine 1 (IL 1) ; elle 
s'est £galement fixe pour but de pourvoir a- des compositions 
vaccinantes con tenant lesdites fractions natives, ainsi 
qu'a des produits de diagnostic de la leishmaniose, contenant 

20 ces fractions* 

La presente invention s'est egalement fix£ pour 
but de pourvoir a un precede d f obtention de ces fractions 
.natives, qui exclut pour leur preparation ^'utilisation 
de substances toxiques contaminantes telles que le SDS 

25 et qui est apte a etre mis en oeuvre a I'dchelle indus- 
trielle. 

La presente invention a pour objet des fractions 
extraites de Leishmanial et notamment de Leishmania infantum, 
caract^risees en ce qu'elles presentent des propri^tes 
30 immunogenes et une activite lymphoprolif £rative. 

La presente invention a Egalement pour objet des 
compositions antigeniques protectrices contre les leish- 
manioses, qui sent caracterisees en ce qu*elles contiennent 
en tant que constituant actif, au moins l'une des fractions 
35 susdites. 
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Selon un mode de realisation de I 1 invention, les- 
dites compositions antig£niques protectrices sont des cbmpo- 
sit ions vaccinantes dans lesquelXes les fractions susdites 
sont associ£es a un v^hicule et/ou un adjuvant 
S d 1 administration appropri£. 

La pr£sente invention a, de plus, pour objet 
un produit de diagnostic de leishmaniose caract^risd en 
ce qu*il comprend au moins I'une des fractions susdites, 
mises sous une forme injectable* Le produit de diagnostic 
ID conforme a 1' invention permet de suivre Involution 
ulterieure dudit sujet et de pronostiquer une resistance 
a la maladie lors d 1 un £ventuel challenge naturel ou 
artif iciel* 

Conf ormement a 1 ' invention, ce produit de diag- 

15 nostic est avantageusement inclus dans un kit de diagnostic. 

La presente invention a en outre pour objet un 
precede de production de fractions natives de Leishmania 
presentant des activites immunogenes et lymphoprolif eratives, 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes ; 

20 - Une premiere etape dite de "preculture" , au 

cours de laquelle des promastigotes d*au moins une souche 
appropriee de Leishmania sont mis en culture pendant une 
duree appropriee r a. une temperature- de l*ordre de 27 °C 
1 l°Cr a un pH de I'ordre de 6 a 8, r£gule de maniere appro- 

25 priee, avec une pression partielle d*oxygene (p02> 
convenable, de l'ordre de 10 a 80 %, sous une agitation 
de ■ I'ordre de 50 tours/minute ± 10 tours, dans un milieu 
de culture approprie, pour obtenir k partir d*un inoculum 
de I'ordre de 10 5 -10 6 parasites/ml dans un fermenteur de 

30 faible volume , au moins 50.10 € parasites/ml; 

- One deuxieme etape dite de "culture", au cours 
de laquelle la preculture recueillie (de I'drdre de 
50 . 10 6 parasites/ml ) est utilisee comme inoculum dans un 
fermenteur industriel (d'au moins 20 litres), est mise 

35 en culture dans un milieu de culture similaire a celui 
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mis en oeuvre dans I 1 etape de preculture, h. une temperature 
et & un pK similaires , la regulation du pH etant toutefois 
r^alis^e a I 1 aide d'un acide organique metabolisable, tel 
que 1' acide ac^tique notamment, tandis que la pC>2 est de 
5 l*ordre de 50 a 100 % et que I'agitation est de I'ordre 
de 30 tours/minute 1 5 tours, a 1* issue de laquelle on 
recueille une culture de 1 1 ordre de 65,10^ a 80 -10^ para- 
sites/ml ; 

- Une troisieme etape au cours de laquelle les 
10 parasites collects sont centrifuges , de preference a 6000 

tours/minute pendant une dur£e de 1' ordre de' 10 minutes , 
pour donner un culot de parasites ; 

- Une quatrieme etape au cours de laquelle le 
culot de parasites resultant de la troisieme etape est 

15 resuspendu dans un tampon approprie, de maniere a obtenir 
une concentration de 6*10 9 parasites/ml, 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux du 
precede conforme a la presente invention, et plus particu- 
lierement de sa quatrieme etape, le culot de parasites 

20 . resultant de la troisieme etape , ou etape de centrif ugation/ 
est mis en suspension dans de 1' acetate d 1 ammonium 10 a 
20 mM contenant 1 % de detergent non ionique tel que Tri- 
' ton X100 notammentr cette suspension est centrif ugee, de 
preference a 6000 tours/minute environ, et, le surnageant 

25 de centrif ugation recupere, tandis que le culot est remis 
en suspension dans environ 1/10 du volume initial de culture 
et soumis a sonication, puis on centrifuge a nouveau dans 
les memes conditions que precedemment , pour collecter un 
deuxieme surnageant et un deuxieme culot qui est egalement 

30 sonique, puis a nouveau centrifuge pour collecter un 
troisieme surnageant, les surnageants de sonication sont 
reunis et deposes sur une colonne de tamis moieculaire 
a partir de laquelle on recueille, en utilisant 1' acetate 
d 1 ammonium comme eiuant, des ' fractions dont les poids 

35 moleculaires sont evalues de maniere appropriee et dont 
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l f activity lymphoproliferative est gvaluee h I'aide de 
tests appropri£s* 

Selon une modalit£ avantageuse de ce mode de 
mise en oeuvre, les poids mol^culaires des fractions sent 
5 evalu£s par revelation au nitrate d' argent d'un gel PAGE- 
SDS> 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux 
du proc£d£ conforme a la presente invention, le milieu 
de culture mis en oeuvre pour la preculture et/ou pour 

10 la culture de promastigotes de Leishmania, est avantageu- 
sement cons-t±tu£ par un melange 1:1 de milieu RPMI 164 0 
et de milieu 199, (milieux commercialises par GIBCO), addi- 
tionne de 2 a 10 % de serum de veau foetal decomplemente" , 
de glutamine 2 mM, de tricine pH 7, SO ct 100 mM et 

15 d * antibiotiques appropries (penicilline 100 u/ml , strepto- 
mycine 100 yg/ml, kanamycine lQOug/ml). 

Selon encore un autre mode de mise en oeuvre 
avantageux du procede conforme a la presente invention, 
les operations de mise en suspension et de centrifugation 

20 qui constituent la quatrieme etape dudit procede, sont 
realisees de preference a une temperature de l*ordre de 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux 
du procede conforme a la presente invention, la premiere 
25 etape, ou etape de preculture, est supprimee, auquel cas 
on utilise comme inoculum 500 ml a 1 litre de la culture 
residuelle provenant d r une culture prdcedehte, 

L*activite lymphoproliferative des fractions 
antigeniques natives de Leishmania conformes a la presente 
30 invention est evaluee par estimation de l r induction de 
la proliferation de lymphocytes par lesdites fractions, 
en prelevant des lymphocytes chez des donneurs humains 
ou animaux appropries, en les . mettant en culture dans un 
milieu de culture pour lymphocytes, en les mettant en contact 
35 avec les . fractions antigeniques de Leishmania susdites 
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dilutes a diff ^rentes concentrations, et en mesurant la 
proliferation des lymphocytes au bout d'une dur£e appropri^e 
de culture, par mesure de 1' incorporation de thymidine 
triti£e, exprim£e en cpm ou en Index de Proliferation Ma- 
5 ximum, IPM, qui est le rapport de 1' incorporation maximale 
mesur£e pour ID 5 lymphocytes en presence de la dose optimale 
de la "fraction c6nsid6r6e r a 1' incorporation mesur^e en 
l 1 absence de tout stimulus, 

L* activity biologique des fractions extraites 
10 de Leishmania conformes a la presente invention a £galement 
«t£ £valu£e par leur capacity h induire la liberation d'in- 
terleukine 1 (XL 1) par les monocytes humains. 

Pour identifier les activit£s immunogenes des 
fractions natives extraites . de Leishmania, conformes a 
15 la presente invention, on a tout d'abord cherche a identi- 
fier leurs activates a mediation humorale et plus pr£cis£ment 
leur activite inductrice d'anticorps. Cette derni^re a 
ete examinee par rapport d'une part a des antigenes de 
nature proteique et d 1 autre part a des antigenes de nature 
20 glycolipidigue, 

Dans ce but, des souris Balb/c ont 6te inoculees 
avec une fraction conforme a 1* invention et les. serums 
recueillis ont ete incubes : 

a ) pour 1 1 obtention d 1 un prof il d * antigene pro- 
25 teique, avec une immunoempreinte dudit profil 

antigenique sur une f euille de nitrocellulose , 
conform£ment a la technique du Western-blot ? 

b) pour 1' obtention d'un profil d 1 antigene glyco- 
lipidique, avec le chromatogramme des lipides ex- 

30 traits des parasites par des solvants organiques 

appropries, c f est-&-dire ■ avec 1 1 immunoempreinte 
de la migration des lipides de l'organisme para- 
site, conformfiment a la m£thode de MAGNANX et Al, 
[j. BIOL, CHEM. (1982), 257 , 14365-14369 et (1986), 

35 261, 3826-3830J* 
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V invention comprend encore d'autres dispositions, 
qui ressortiront de la description qui va suivre. 

L' invention sera mieux comprise & I'aide du com- 
pigment de description qui va suivre, qui se z&fhre k des 
5 examples de mise en oeuvre du proc£dd conforme k I'xnven- 
tion et de mise en Evidence des caract£ristiques des frac- 
tions obtenues par ce proc£d£* 

II doit &tre bien entendu, toutefois, que ces 
exemples sont donnas uniquement k titre d* illustration 
10 de 1' ob jet de I 1 invention, dont ils ne constituent en aucune 
maniere une limitation. 

EXEMPLE 1 - Production de fractions antigeniques de 
Leishmania 

A) Production de biomasse de Leishmania a l»£cheile 
15 pilote pour 1 Industrie 

Preculture 

Les promastigotes de Leishmania LEM 437 sont 
mis en culture dans un fermenteur de 2 litres dans les 
conditions suivantes : 
20 - Inoculum de 10 5 k 10 e parasites/ml 

- Temperature : 27 °C ± 1*C 

- pH ; 7 "± o;2 regule par de 1'acide chlorhydrique 

- p0 2 : 20 % 

- Agitation : 50 rpm 

25 ~ Milieu : 1 litre de melange (1:1) RPMI 1640/mi- 

lieu 199 (milieux commercialises par Gibco) 
auquel on ajoute 10 % de serum .de veau foetal 
de complementer glutamine 2 xnM ? tricine pH 7, 
50 a 100 mM, antibiotiques (penicilline 100 uni~ 

30 t6s/ml f streptomycine 100 yg/ml, fcanamycine 

100 p g/ml) . 

Le plateau de la culture est atteint en environ 
quatre jours (50.10^ parasites/mi ) * On utilise alors le 
contenu de ce fermenteur pour inoculer un fermenteur de 
35 20 litres (SETRXC, Genie Industrial). 
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B) Culture en fermenteur de 20 litres 

Les conditions de culture en fermenteur de 
20 litres sent presque les memes que dans le fermenteur 
de 2 litres sauf que : 
5 - I 1 agitation se fait avec des pales de cyto- 

culteur ; elle est de 30 rpnu 

- la p02 est de 50 %. 

- la regulation du pH se fait avec de l f acide 
acetique X M au lieu d*acide chlorhydrique. 

10 - le volume de depart est de 17 litres. 

Dans ces conditions , si on part d f une culture 
a 10 6 parasites/ml, on atteint en quatre jours un plateau 
jusqu'a 65.10** parasites/ml- 

Les parasites sont ensuite collectes sterilement 
IS puis centrifuges (6000 rpm, . 10 minutes sur rotor JA-20 
Beckman) et le culot est rince deux fois par du PBS. 

Le culot des parasites ainsi obtenu est resuspendu 
dans un tampon defini selon les conditions ult^rieures 
de separation, de fagon a obtenir une concentration de 
20 6.10$ parasites/ml, soit 44,5 yg/ml en prolines dosees 
par la methode de FOLIN. 

C) Production de fractions natives 

Les parasites sont suspendus cette fois dans 
de l f acetate d ' ammonium 10 a 20 mM avec Triton X100 a 1 % 
25 et on laisse ainsi une heure a 4°C en agitant. 

puis, on centrifuge a 4°C 10 minutes a 6000 rpm 
dans un rotor JA-20 (BecXman). Le surnageant est recuper£ 
{=Sx>. culot est resuspendu dans 1/10 du volume initial 
de culture et soumis a sonication 30 minutes a 4°C sur 
30 un sonicateur Branson {position 1, continu, frequence mini- 
male de 20 Hz)* 

On centr i f uge de nouveau 1 0 minutes dans le s 
memes conditions que precedemment : on collecte un surna- 
geant S 2 et le culot resultant subit un traitement analogue 
35 au precedent. 



2615103 



9 

Les operations sont r£p£t£es de fagon a avoir 
3 surnageants Si, S2, S3. 

Les surnageants de sonication sont r£unis et 
d£pos£s sur une colonne de tamis mol^culaire, tel qu*un 
5 polyinere d 1 acrylamide et de 3£pharose, commercialism sous 
le nom de "Sephacryl 8200** quality "Superfine* 1 {Pharmacia). 

Les caract&ristiques de la colonne sont les sui- 

vantes ; 

- Taille du d£pdt : de 60 a 90 ml 
10 - Temperature dilution 1 4°C 

- Longueur : 96 cm 

- Rayon : 5 cm 

- Volume mort ; 890 ml 

- Debit : 40 ml/h k 70 ml/heure 

15 - Elution : acetate d* ammonium 20 mM dans l'eau 

On recueille 7 fractions d'apres les Kav suivants 
avec les caracteristiques sui vantes : 



Fraction 


Kav 


Teneur en 


Volume 




<± 0,02) 


prolines < Folin } 


{en ml) 


1 


0 


390 


jig/ml 


236 


2 


0,43 


163 


jig/ml 


434 


3 


0,75 


80 


jig/ml 


212 


4 


1,06 


70 


jig/ml 


25 


5 


1,24 


65 


liq/ml 


438 


6 


1,54 


125 


ug/ml 


128 


7 


1,92 


35 


ixg/ml 


220 



Le . profil dilution classique est donn£ par la 
30 Figure 1 annex£e dans laquelle les Kav sont donnes en afos- 
cisse et les teneurs en prot£ines en ordonn^e, et qui montre 
les fractions Fx, F 2 , F3, F4, F5, Fg, F7. La density 
opt ique (DO) est lue a 2 6 0 ran { courbe I en trait cont inu 
de la figure 1) et h 280 nm {courbe II en traits discontinus 
35 de la figure 1) . 
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Comme on le sait, Kav exprime le rapport suivant : 

V E - V 0 * 

Kav = „ , — SL 

V X - V 0 

ou : 

V£ - volume dilution 
Vip - volume total 
Vo - volume mort. 

La repartition des esp&ces moleculaires est donn£e 
par caract£risation sur gel de polyacrylamide en presence 
de SDS, comme represent*? h la Figure 2 annex£e dans laquelle 
les numdros des fractions figurent en abscisse et les poids 
mol£culaires en ordonn£e ; les fractions pr£sentant une 
activite protectrice sont celles dont le Kav est egal ou 
sup^rieur a 1* 

Pour ^valuer la repartition des especes molecu- 
laires f on a precede comme suit : 

Les dif f erentes fractions ont <5te deposees sur 
un gradient de 5 a 20 % de gel PAGE-SDS (Phast Gel Pharmacia) 
et leur profil 61ectrophoretique compare par rapport a 
des marqueurs de poids moleculaires { PM) de reference . 

Ces marqueurs de reference, fournis par la Society 
PHARMACIA {Suede), sont presentes sous forme de kit's de 
calibrage de hauts poids moleculaires (HMW) et de has poids 
moleculaires (LMW) , respectivement , dont la composition 
est la suivante : 
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A. Kit de calibrage de hauts poids Bioleculaires (HMW) 



5 


Proline 


1 Pq i f3 ft 

1 mol£cu~ 
1 laire 


i rviub mo— 

j l£culeire 

iuco SyUfi 

i unites 


Source j 




i Thvrocrlobuline 


t Vw7 WWW 


i ha aaa 


i myroiae de 1 
1 pore j 


10 


1 " ^ .*"v V" V £ -I W» j*i 

1 xemtime 


1 440 000 


! 18 500 
1(220 000) 


1 rate de | 
[ cheval 1 




1 catalase 


t 232 000 


i 60 000 


[foie de boeuf t 




I lactate- 

1 dehydrogenase 


! 140 000 


1 36 000 


[ coeur de | 
1 boeuf | 


15 


1 Albumine 


1 67 000 


1 67 000 


1 s£rum bovin 1 



B* Kit de calibrage de bas poids mol£culaires (LMW) 



20 


1 Proteine 


Poids 
mol^culaire 

des 
sous-unites 


Source 1 




1 Phosphor ylase B 


94 000 


muscle de lapini 


25 


[ albumine 


67 000 


s£r urn bovin | 




\ ovalbumins 


43 000 


blanc d*oeu£ J 


30 


t anhydrase 
1 carbonigue 


\ 30 000 


Erythrocytes j 
bovins | 


1 Inhibiteur de 
1 trypsine 


1 20 100 


soja J 




[ a-lactalbumine 


1 14 400 


lait de vache | 
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La coloration du gel est faite par du nitrate 

d* argent* 

Le proc£d£ de coloration au nitrate d' argent 
consiste en : 

5 1 * une fixation du gel avec un acide et de 

l'alcool, 



aux numeros de fractions et la Figure 2 represent© la 
caracterisation desdites fractions sur gel de polyacrylamide 
en presence de SDS (en abscisse les numeros des fractions , 



2* une reaction au bichromate/acide nitrique, 



3. une reduction du nitrate d* argent se traduisant 
par des taches noires aux niveaux des molecules 
reductrices situees dans le gel* 



Dans le Tableau I ci-apres, les numeros se referent 
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, TABLKAO I 

Caract£risation sur un gradient de gel de 5 h 20 % 
de polyacrylamide en presence de SDS 
(selon LAEMMLI) des fractions obtenues 



10 



15 



25 



Fraction 
n° 


Poids mol£culaires des bandes color£es 
en kilodaltons t 10 % 


1 


210 




160 




21 a 17,5 


2 


79 




24,5 * 




22 r 4* 




21,1* 




18,3 




fil 

O -L 




56,6 




■41,4 




35,1* 




32,1 




18,7 




16,6 


4 


78,7 ' 




56,6 




41,4 


5 


91,3 




83 f 5 


6 


90,2 


* 


83 




71,9 


7 


90,2 




83 



30 * bandes majeures. 
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Par ailleurs on a caract£ris£ la nature gluci- 
dique des diffdrentes fractions. Pour cela, des lectines 
ont £t£ conjugu£es a la p£roxydase selon la technique de 
J.L. GUESDON et Col. [j. Immunol. Methods 39 (1980) f p. 

Ces conjugu£s ont £t£ incubds sur les prof ils 
5 £lectrophor£tiques de fractions de Leishmania infantum, 
trans£4r£s sur nitrocellulose. 

1 La composition des fractions a Fg en sucres 

est ainsi £tablie : 



10 



20 



| Lectine 1 
| testee I 
i 1 Fi 


P01DS MQLECULA1RES DE (e 

F 2 1 F3 I F 4 I F5 1 
| , | 

1 1 f 


m KD) 
^6 




\ Lectine 1 
i d'arachide ! 
I (ou PNA) 
i (£-D-galac- 
| tose} 




( . 

16 i 

18 i 


i 


nt 




| concanava- 
I line A 
I (mannose* 
| glucose) 




S 

16 i v < 14 


i 

« 14 l 
1 I 
1 I 

i i 


nt 


1 Ulex 

| europeus I 

1 {L* fucose) 




1 x < 14 I I * 1 
| 16 ( 25 1 4. 14 I i 
I 18 1 60 1 1 ' f 
1 | 1 60 t S nt 
1 ! 75 I 75 | i 
1 1 t I 1 





nt = non teste 



La PNA appel£e aussi lectine d'arachide (peanut agglutinin) 
est fournie par la Soci^te BIOSYS (Compiegne, France}, la 
3Q concanavaline A par SIGMA, l'Ulex Europeus I par la Soci£t£ 

americaine VECTOR, et la peroxydase est fournie par BOEHRINGER- 
MANNHEIK. 

La fraction F2 contient des groupes $~D-galactose ; 
les fractions F2, F3, F4 contiennent des groupes mannose- 
35 glucose ; 

les fractions F 2 , F3, F 4 contiennent egalement des groupes L~ 
fucose* 
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BXEMFLB 2 - Analyse . de )a r^ponse humorale consecutive 
k I 1 injection des fractions de Leishmania 
infantum conformes k l r invention chez la souris 
Balb/c* 

5 La Figure 3 annex4e represents un Western blot 

obtenu a partir d'un profil £lectrophor£tique de la souche 
LEM 497 C (Leishmania infantum) trans££r£ sur nitrocellulose 
et soumis a une immunoempreinte avec des sdrums de souris. 

Ces souris ont recu au pr£alable 3 ' injections 
10 successive^ a 15 jours d*intervalle avec 100 >*g de l f une 
des fractions conformes a 1' invention, dans XOOjul d'adjuvant 
de Freund (complet pour la premiere injection puis incomplet 
pour les autres injections)* 

Bans la Figure 3, les numeros 0 et 13 representent 
15 le profil des transferts, color£s a I'encre de Chine. . 
Les numeros : sont relatifs aux bandelettes : 

i: 

2 \ souris A 

3^ immunises centre la fraction F2 

4 J souris B 



20 



25 



5: 

6 ] souris immunisee contre la fraction F3 

7 ; 

gj souris A 

■9} - immunisees centre la fraction F4 

Xoi souris B 



12 j souris non immunisees 
Les nombres pairs correspondent aux scrums dilues 1/200 
Les nombres impairs correspondent aux scrums dilues 1/50* 
Seules les souris immunisees avec la fraction *F2 M fabriquent 
30 des anticorps contre des antigenes de plus de 330 kD et 
d*une region de 15-14 JcD, ce qui signifie que les autres 
fractions (F3 et F4 } sont plus dif f icilement inductrices 
d* anticorps, 

EXEMFLE 3 - Tests d 1 evaluation de 1 1 activite lymphopro- 
35 liferative de fractions antig£niques de 

Leishmania 
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1 . Induction de la proliferation des lymphocytes 
. humains par des fractions de Leishmania 
Les fractions ont 6t& dissoutes dans du milieu 
de culture pour lymphocytes humains (RPMI 1640, P^nicilline, 
5 Streptomycine P 10 % s^rum humain AB + ) t , dans des conditions 
st'Sriles. Des lymphocytes humains ont et<5 pr£par£s par 
centrifugation sur gradient discontinu de Ficoll {Histopaque, 
Sigma) a partir de sang p£riphe"rigue de donneurs sains 
n'ayant pas de passe clinigue connu de Leishmaniose* Ces 
10 lymphocytes ont 6t6 mis en contact avec les differentes 
fractions a des concentrations variables de 25 a 0,1 yg 
par ml de culture. La proliferation cellulaire est mesuree 
apres 6 jours de culture en £tuve gaz&e a 37°C, par mesure 
de 1 1 incorporation de 3 H~thymidine pendant 18 heures. La 
15 proliferation observde en presence de chaque fraction est 
exprimde en Index de Proliferation Maximum, IPM : rapport 
de 1 1 incorporation maximale mesuree pour 10 5 lymphocytes 
en presence de la . dose optimale de la fraction consider<§e , • 
a 1* incorporation mesuree en 1 'absence de tout stimulus, 
20 Quatre preparations de lymphocytes provenant de donneurs 
diff erents ont ete utilisees- Les resultats de cette" 
evaluation sont reunis dans le Tableau II ci-apres. 

TABLEAU II 

IPM mesure pour les differentes fractions 
25 isolees a 1'Exemple 1 

Extrait total Fractions 

de Leishmanies 12 3 4 5 6 7 

Exp. n° I 14 22 6 1 nt 6 nt 5 

30 

Exp* n° II 13 18 nt 13 17 nt 1 nt 

Exp, n° III 28 28 21 6 9 7,5 7 7,5 

35 Exp. n° IV 7 nt 9,5 nt 1,5 4,5 5 1,5 



nt ; non teste dans cette experience* 
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Des contrSles n^gatifs effectu£s dans les m§mes 
conditions avec de la serumalbumine bovine donnent un IPM-1; 
des contr61es positifs avec la PHA donnent des IPM de 50 
h 100 selon les preparations de lymphocytes, 
5 Des activitds prolif eratives diverses sont obser- 

v^es selon les preparations de lymphocytes utilis£es. Une 
forte activity proliferative est observ^e dans 1 1 extrait 
total des parasites* 

Les fractions 1, 2 et 4 pr^sentent une activity 
10 proliferative importante {IPM de 1 'ordre de 10 ou plus } 
dans au moins deux sur trois des experiences ou elles ont 

ete testees. 

2 - Test de lymphoprolif eration : module murin 
Cet essai a ete realise sur des spl^nocytes 

15 de souris Balb/c, cultives en microplagues en milieu 
KPMI 1640, 1 % de serum de veau foetal (0,5„10 6 cellules/ 
puits)* Les fractions 1 a 6 (dilutes en tampon PBS) ont 
ete testees a 20, 10, 5, 2*5, 1.25, 0,6, 0.3 et 0. 15 jig/ml 
en comparaison avec de la Concana valine A J Con A 2.5 tig/ml) 

20 et du lipopolysaccharide {LPS 10 utg/ml, commercialise par 
DIFCO). La lymphoprolif eration a ete estimee au Jour + 
2 et au Jour 4- 4 par mesure de l r incorporation de thymidine 
tritiee. Les resultats presentes sur le Tableau III ci- 
• apres sont representatif s de deux experiences realisees 

25 dans- des conditions identiques. Les 6 fractions testees 
ont une activite lymphoprolif erative detectable. Celle- 
ci est optimale 48 heures apres le debut des cultures . 
Les fractions 4, 5 et 6 sont plus actives "que les fractions 
1, 2, 3. 
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TABLEAU III 

Incorporation maximale (cpm) obtenue it : 





J + 2 




J + 4 


PBS (diluant) 


553 




785 


LPS (10 pg/ml) 


9011 




2798 


ConA (2.5 v g/ml) 


41356 




57013 


1 


2780 


(2.5)* 


971 (0.6) 


2 


1743 


U.2) 


1262 (1.2) 


3 

Fractions 


3953 


(0.3) 


1335 {0.3} 


4 


4916 


(2,5) 


1676 (1.25) 


5 


6528 


(20) 


2611 (10) 


6 + 7 
cumulees 


7322 


(20) 


2437 (20) . 



* Concentration (jig/ml) pour laquelle a £te obte- 
25 nue 1 ' incorporation maximale, 

3. Test d* induction d'une activite inter leukine 1 
(IL 1) 

La capacite des fractions de Leishmania a induire 
la liberation d'interleukine 1 (IL 1) par le.s monocytes 

30 humains a ete recherchee- Dix microgrammes de chacune d'entre 
elles ont ete a joutes a 5 x 10^ monocytes humains/0 * 5 ml 
milieu RPMI 1640 selectionnes par adherence & partir des 
cellules mononucleees obtenues apres centrif ugation 1 du 
sang total sur Ficoll-Histopaque^ Apres 24 beures de culture, 

35 les surnageants sont recuperes et testes pour leur activite 
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IL 1 & I'aide du test de comitog£nicit£ sur aes thymocytes 
de souris C3K/HeJ en presence de doses suboptimales de 
concanavaline A. II est apparu, ainsi que cela ressort 
du Tableau IV ci^aprks, que les fractions FX et F3 sont 
S d£pourvues d 1 activity inductrice d f IL-l, tandis que les 
fractions F2 , F4 , F5 et F6 induisent la presence d 1 une 
activity IL-1 dans les surnageants de monocytes* 

Les experiences pr^liminaires menses en presence 
de polymyxine B (PMB) /commercialisms par SIGMA/, en vue 
10 de neutraliser d'^ventuelles contaminations en endotoxines, 
puissants inducteurs d'lL-l, semblent sugg^rer que les 
activites inductrices d*IL-l observes avec les fractions 
F2, F4 et F5 pourraient etre des proprietes intrinseques 
de ces fractions » 
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TABLEAU IV 









Exp. 


1* 


Exp. II* 


5 






Milieu de | 
culture j 
RPMI | 


1 Milieu de 
+PolymyxineB [ culture 
2|ig/puits! RPMI 


+Poly- j 
myxineB 1 
2*tg/puits t 






0 .1/401 

X/ X U j 


■1093 | 
t>lu | 


1433 | 
1259 i 


1195 t 
920 


1091 1 
937 I 


10 


FI 


10 jug 1 


124? 1 

•J O "S *3 \ 
£» J ■h? 1 


1247 ! 
1453 I 


1150 
1423 


1195 i 
1345 t 




F2 


io m I 


4716 j 

-J •£ Z if | 


A tl O d 1 

5449 j 


4743 
6517 

V V J- t 


3273 t 
4659 1 




F3 


10 xxq 1 


1482 | 
1945 1 


1154 I 
1 1 67 1 

llO / ] 


. 1042 
1143 


1147 ! 
964 t 


15 


F4 


10 jug 1 


7236 j 
5707 \ 


5326 i 
5778 1 


3999 
8544 


6891 I 




F5 


10 ,ug ! 


3923 I 
8234 | 


5472 i 
7837 I 


3875 
6725 


4411 [ 
9057 t 


20 


F6 


10 jag 1 


5699 1 
8025 I 


5848 1 
4511 i 


5058 
6281 


3429 j 
3833 j 




LPS 


SE ** | 
1 p<3 1 

10 Jjq 1 


4022 | 
2774 | 

6422 | 
8335 I 


6259 I 
7059 I 


1782 I 
5032 ! 

8224 ! 
5618 


7727 | 
8275 I 


25 
















* I 


: Monocytes humains 


provenant d* 


un donneur £&ninin 






de 27 


ans, groupe 


sanguin A* ; 


79,5xl0 6 cellules 



mononuclees/50 ml sang 

20% NSE* (USE « non specific esterase) 
30 * II : Monocytes humains provenant d'un donneur f&ninin 
de 19 ans r groupe sanguin Q + ; 73,5xl0 6 cellules 



mononucl£es/50 ml sang 

20,9 % t53E + (non specific esterase) 
** SE : Salmonella enteridis. 
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BXKMFLK 4 - Test d* identification de la presence eventuelle 
a T anticorps antiglycolipides anti-Leishmania 
dans des scrums* 
Des souris ant dt£ immunisees avec les differentes 
fractions de Leishmania infantum. La presence Eventuelle . 
dans leur serum d' anticorps antiglycolipides a e"te" £tudiee, 

L' identification de ces anticorps a ete" effectuee 
selon la nuSthode dtScrite par MAGHANI selon laquelle les 
lipides du parasite sont extraits par 20 volumes d.'un melange 
chlorof orme~m£thanol-eau ( 5 : 10 : 3 , vol/vol ) • L 1 extrait 
lipidigue provenant de 10 a 20 mg de culot parasitaire 
est chromatographic sur des plaques HP-TLC (gel de silice 60, 
Merck) , dans un solvant chlorof orme-methanol^KCl 0 ,25 % 
H2O (50:40:10, vol/vol) • Le chromatogramme est sech£ puis 
immerge" pendant 2 minutes dans une solution de polyisobutyl- 
methacrylate (Polysciences ) a 0 f l % dans l'hexane. Apres 
sechage a I 1 air, le chromatogramme est vaporise" avec du 
tampon phosphate (tampon A), piais immerge pendant 20 minutes 
dans un tampon Tris ou tampon B (0,05 M Tris, 0,15 M NaCl, 
1 % Serumalbumine bovine ) * 

Puis la plaque est incufoee dans le serum a tester 
dilue au l/50 e dans le tampon B, pendant uhe heure a la 
temperature du laboratoire, Le chromatogramme est ensuite 
lave dans 4 bains ' successif s de tampon B puis recouvert 
d'anticorps de chevre anti-Immunoglobulines /IgG (H-KL)/ 
de souris marques a 1'Iode 125 (lodogen). Apres une heure 
d 1 incubation le chromatogramme est lave dans quatre bains 
successifs de tampon A, seche, puis mis en contact avec 
un film pour autoradiographic Kodak XAR 5. 

Les serums des souris immunisees avec les fractions 
2 r 3 et 4 ont et£ testes, Les serums des animaux immunises 
avec les fractions 2 et 3 ne presentent aucune reactivite" 
sur les lipides extraits des Leishmanies. Far centre, les 
scrums des souris immunisees avec la fraction 4 contiennent 
des anticorps specif iques d'un lipide extrait du parasite- 
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Ce lipide, apr&s chromatographie, apparalt comme une double 
bande, aspect classique de la migration des glycolipides . 
Ce lipide antig£nique se situe, aprfes chromatographie dans 
le solvant utilise, entre les Gangliosides GM3 et GMl. 

Ce test contribue a la mise en Evidence de la 
composition chimique de la f ami lie d f immunog&nes conforme 
a la. pr^sente invention* 

EXEMPLE 5 ~ Evaluation des activit^s immunogenes in vivo 
de fractions de Leishmania LEM 497 Isoldes 
sur tamis mol£culaire, contre une infection 
leishmanienne. 

Des lots de 5 sour is Balb/c (IFFA CHEDO, FRANCE) 
de 20 g ont subi le protocole d 1 immunisation suivant ; 
chacune des souris a 6t6 trait£e comme suit : 
3 injections sous-cutan£es dorsales de fractions de L.' 
infant™ (LEM 497), espacees chacune de 15 jours, puis 
10 jours apres, un challenge de 2*1G 7 promastigotes de 
L. mexicana mexicana ILV 4) en injection sous-cutan^e & , 
la base de la queue* 

Les lots de souris sont les suivants et les doses 
indiquees sont celles administrees a chacune des souris : 
lot Nature de 1 'injection 

1 Surnageant de soni-cation de L* infantum * 

320 >ug a la premiere injection puis 160 pg pour 
les deux autres avec 50 Mg de MDP (BI05YS, 
COMPIEGNE, FRANCE) r soit 640 jJg de surnageant 
par souris de 20 g. 

2 Toutes les fractions de colonne reunies 
moins la fraction F4 (Kav = 1,06) 

120 >ig a la premiere injection puis 60 jag pour 
les deux autres avec 50 JUg de MDP* 

3 Fraction F4 seule 

200 jjg a la premiere injection puis 100 >ug pour 
les deux autres , avec' 50 Jig de MDP, soit 400jug 
de surnageant par souris de 20 g. 
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4 Eau physiologique 

Avec 50 jjq de MDP 

5 Eau physiologique 

Sans MDP 

5 Aprfes le challenge infectieux, les souris sent 

examinees an site d r injection du challenge infectieux. 

Le r<ssultat des observations est le suivant : on 
observe 1 T induration au point d 1 inoculation et son Evolution 
ulterieure avec, plus tard, la mort £ventuelle de 1* animal, 
10 les croix traduisant la croissance de 1* induration* 
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-TEMPS 


J + 21 


J+42 apres challenge 


J+60 apres challenge 


* 


0 


4 




+++ 




0 


4 


++ 


+++ 


Ele. 


0 




4-4 


+4+ 




LOT 
































Lot 1 
Lysat 
total 
♦ MDP 


1 


2 


4 






0 


2 


3 


2 








i 


6 


1 


Lot 2 
toutes 
les frac- 
tions -F4 
4 HDP 


3 


4 


1 






2 


5 


1 


0 








» 

t 

i 

L * 


7 


Lot 3 
+ HDP 


4 


3 


I 






2 


2 . 3 




1 

S . . 


\ 1 

* 

\ 
1 


4 




3 


Lot 4 

HPD seyl 


1 


4 


0 








1 

s ; 


i 


i 

i 


! — ' 

L 


2 


3 


Lot £ 
PBS sans 


1 


4 










2 ;a 
i 

i 


i 1 ■ 
1 








! 


2 


3 

1 
1 

± -. 



* . 0 = rien 

+ - induration jusqu'a 3 mm. 
30 ++ = induration 3 

+++ - induration 5 - 7 mm Ulc. * ulceration 

Ce r£sultat pr^liminaire montre 1* apparition de lesions 
associee a la fraction F4 {Kav « 1,06} (lot n° 3 et lot 
n° 1) pendant les 40 premiers jours suivant le challenge. 
35 Une stabilisation, puis une regression dans Involution 
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ult£rieure des lesions par rapport aux autres \ lots, est 
& noter. 

Cet effet ne semble pas apparaitre lorsgue la 
fraction F4 est absente des fractions inject^es (lot n° 2), 
5 Ainsi que cela ressort de ce qui pr£c£de, l*inven~ 

tion ne se limite nullement h. ceux de ses modes de mise 
en oeuvre r de realisation et d* application qui viennent 
d'&tre d^crits de fa£on plus explicite ; elle en embrasse 
au contraire toutes les variantes qui peuvent venir & l*es- 
10 prit du technicien en la mati£re r sans s' ^carter du cadre, 
ni de la portde, de la pr^sente invention. 
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REVINDICATION S 

1.- Fractions natives caracterisees en ce qu'elles 
sont extraites de Leishmania* 

2*- Fractions natives selon la revendication 1, 
caracteris£es par leurs proprietes immunogenes et leur 
activity lymphoprolif^rative. 

3,- Fractions natives selon l f une guelconque 
des revendications 1 et 2, caracterisees en ce qu*elles 
sont extraites de keishmania infantum* 

4*- Fraction native selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterisee en ce qu'elle pr^sente 
un Kav de 1* ordre de 0, un poids moleculaire -Rvalue" sur 
gel de polyacrylamide en presence de SDS {PAGE-SDS), selon 
la methode de LAEMMLI- comprenant, apres coloration au nitrate 
d'argent, des bandes de l 1 ordre de 21, 160 et 210 KD, une 
composition en glucides -evaluee sur des prof lis 
£lectrophoretiques transferee sur nitrocellulose - pr^sentant 
une bande a v < 14 KD contenant 3u p-D-galactose, du mannose 
et du glucose et du L-fucose, respectivement, laquelle 
fraction est denoinmee "Fj"* 

5 , - Fraction native selon 1 1 une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterisee en ce qu'elle prdsente 
un Kav de I 1 ordre de 0,43, un poids moleculaire comprenant, 
apres coloration au nitrate d 1 argent, des bandes majeures 
de 1' ordre de 21,1 KD, 22,4 KD, 24,5 KD et des bandes 
de l 1 ordre de 18,3 KB et 79 KD, une composition en glucides 
presentant une bande de 1' ordre de 16 et 18 KD 
caracteristique du mannose et du glucose, et des bandes 
a 16 et 18 KD caracteristiques du L-fucose et du 
p-D-galactose, laquelle fraction est denommee W F2 W * 

6 . - Fraction native selon 1 f une quelconque des 
revendications 1 a 3 , caracterisee en ce qu f elle pr^sente 
un Kav de 0,75, un poids moleculaire, evalue" sur PAGE-SD3, 
comprenant, apres coloration au nitrate d* argent, une bande 
majeure de 1 • ordre de 35,1 KD et des bandes de 1 1 ordre 
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de 16,6, 18,7, 32,1, 41,4, 56,6 et 81 KD, une composition 
en glucides pr£sentant des bandes ^ 14 KD caracteYistiques 
respectivement du mannose et du glucose et des bandes ^14 KD, 
25 KD, 60 KD et 75 KD caracteristiques du L-fucose, laquelle 
5 fraction est d£nomm£e ,, F3 n * 

7 . - Fraction native selon 1 ' une que Iconque des 
revindications 1 h 3, caract£ris£e en ce qu'elle presente 
un Kav de I'ordre de 1,06, un poids mol£culaire comprenant, 
apres coloration au nitrate d* argent, des bandes de l'ordre 
10 de 41,4, 56,6 et 78,7 KD, une composition en glucides prdsen- 
tant des bandes a ^ 14 KD, caracteristiques respectivement 
du mannose et du glucose et une bande <14 KD, 60 KD et 
75 KD caracteristiques du L-fucose, laquelle fraction est 
&& nominee "F^". 

IS 8.- Fraction native selon l*une quelconque des 

revendications 1 a 3, caracterisee en ce qu'elle presente 
un Kav de l*ordre de 1,24, un poids moleculaire comprenant, 
apres coloration au nitrate d* argent, des bandes de I'ordre 
de 83,5 KD et 91,3 KD, laquelle fraction est denommee "F^* * 

20 9,* Fraction native selon 1 1 une quelconque des 

revendications 1 a 3, caracterisee en ce qu'elle presente 
un Kav de I'ordre de 1,54, un poids moleculaire comprenant, 
apres coloration au nitrate d' argent, des bandes de Pordre 
de 71,9 KD, 83 KD et 90,2 KD, laquelle fraction est denommee 

25 M F 6 ". 

10 - - Fraction native, selon 1 1 une quelconque des 
revendications 1 a 3 , caracterisee en ce qu 1 elle presente 
un Kav de l'ordre de 1,92, un poids moleculaire comprenant, 
apres coloration au nitrate d* argent, des bandes de l'ordre 

30 de 83 KD et 90,2 KD, laquelle fraction est denommee n ?-j" - 

11.- Compositions antigeniques protectrices contre 
les leishmanioses, caract£risees en ce qu'elles contiennent 
en tant que constituant actif, au xnoins l'une des fractions 
natives extraites de Leishmania, selon l'une quelconque 

35 des revendications 1 k 10. 
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12. - Compositions antig£niques protectrices Belon 
* la revendication 11/ caract£ris£es en ce qu'elles sont 
constitutes par des compositions vaccinantes dans lesquelles 
au moins 1 *une des fractions selon 1 1 une quelconque des 
5 revendications 1 4 ID est associ£e h un v£hicule d'adminis- 
tration appropri£, et Eventual lenient h un adjuvant. 

13 * - Produit de diagnostic de leishmaniose 
caract£ris<i en ce qu'il contient au moins I'une des fractions 
natives extraites de Leishmania, selon I'une quelconque 
10 des revendications 1 k 10. 

14. - Kit de diagnostic, caract£ris<§ en ce gu'il 
comprend . au moins une dose utile pour la realisation d * un 
test de diagnostic de leishmaniose, d'au moins une fraction 
selon 1'une quelconque des revendications 1 a 10, ainsi 

15 que les diluants et tampons ndcessaires a la realisation 
dudit test. 

15. - Fractions natives selon au moins I'une quel- 
conque des revendications 4 et/ou 5 et/ou 7, caracteris£es 
par ' leur activity lymphoprolif drative sur des cultures 

20 de lymphocytes humains. 

16 . - Fractions natives selon au moins 1 1 une quel- 
conque des revendications 7 et/ou 8 et/ou 9,- caracteris£es 
par leur activite lymphoprolif erative sur des cultures 
de lymphocytes murins. 

25 17*- Fractions natives selon au moins l'une quel- 

conque des revendications 5 et/ou 6, caract£risees par 
leur activity immunogene, 

18. ^ Fractions natives selon au moins I'une quel- 
conque des revendications 5 et/ou 7 et/ou 8 et/ou 9, 

30 caracteris£es par leur activity de liberation d'interleukine 
1 (IX, 1) sur les monocytes humains* 

19. - Fraction native protectrice selon au moins 
l*une quelconque des revendications 7, 10 r 15, 16, 18, 
caracterisee en ce qu'elle est extraite de Leishmania 

35 infantum. 

20. - Precede de production de fractions de Leish- 
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mania pr^sentant des activit£s immunog&nes et 
lymphoprolif £ratives , selon 1 ' une quelconque des 
revendications 1 a 10 ou 15 h 19, caractdrisd en ce qu*il 
comprend les Stapes successives suivantes : 

a) £tape dite de pr£culture 

b) £tape dite de culture 

c) dtape de r£colte 

d) £tape de concentration* 

21-- Proc£d£ selon la revendication 20, caract£ris£ 
- en ce qu'au cours de la premiere £tape dite 
de "pr£culture " , des promastigotes d * au moins une souche 
appropri^e de Leishmania sont mis en culture pendant une 
dur£e appropriee , a une temperature de 1 ■ ordre de 27 °C 
J 1°C, a un pH de 6 a 8 r^gule de maniere appropriee , avec 
une pression partielle d'oxygene £p02) convenable, de 1 T ordre' 
de 10 a 80 %, sous une agitation de l 1 ordre de 50 tours/mi- 
nute i 10 tours, dans un milieu de culture appropri£, pour 
obtenir a partir d'un inoculum de 1' ordre de lO^-lO^ para- 
sites/ml dans un fermenteur de faible volume/ au moins 
50. 10^ parasites/ml ; 

- en ce qu 1 au cours de la deuxieme £tape dite 
de "culture", la preculture recueillie {de 1 'ordre de 

-50.1G 6 parasites/ml) est utilis£e comme inoculum dans un 
fermenteur industriel (d'au moins 20 litres ) et est mise 
en culture dans un milieu de culture similaire h celui 
mis en oeuvre dans l'Stape de pr£culture, h une temperature 
et a un pH similaires, la regulation du pH £tant toutefois 
realis^e h l'aide d'un acide organique metabolisable tel 
que 1* acide acetigue notamment, tandis que la p02 est de 
I 1 ordre de 50 a 100 % et que 1" agitation est de 1* ordre 
de 30 tours/minute t 5 tours, a 1* issue de laquelle 
on recueille une culture de V ordre de €5 .10 6 -80 »10 6 para- 
sites/ml; 

- en ce qu'au cours de la troisieme etape, les 
parasites collectes sent centrifuges, de preference a 6000 
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tours/minute pendant une dur£e de I'ordre de 10 minutes , 
pour donner un culot de parasites ; 

- en ce qu*au couirs de la quatri£me £tape, le 
culot de parasites resultant de la troisifeme £tape est 
resuspendu dans un tampon appropri£, de mani&re a obtenir 
une concentration de 6.10 9 parasites/ml, 

22. - Proc£d£ selon I'une quelconque des reven- 
dications 20 ou 21 , . caract£ris£ en ce que sa quatrifeme 
£tape consiste en ce que le culot de parasites resultant 
de la troisifeme dtape, ou £tape de centrifugation, est 
mis en suspension dans de l f acetate d' ammonium 10 St 20 mM 
contenant 1 % de detergent non ionique tel que Triton XI 00/ 
notamment, cette suspension est centrifugee, de pr£fdrence 
a 6000 tours/minute environ, et le surnageant de centrifuga- 
tion recupere, tandis que le culot est remis en suspension 
dans environ 1/10 du volume initial de culture et souais 
a soni cation, puis on centrifuge a nouveau dans les mSmes 
conditions que precedemment, pour collecter un deuxieme 
surnageant et un deuxieme culot qui est egalement soniqu£, 
puis a nouveau centrifuge pour collecter un troisieme 
surnageant/ les surnageants de soni cation sont reunis et 
d£pos£s sur une colonne de tamis moleculaire a partir de 
laquelle on recueille, en utilisant I 1 acetate d" ammonium 
comme eluant, des fractions dont les poids mol£culaires 
sont e values de xnaniere appropriee et dont l 1 activity 
lymphoprolif erative est £valu<£e & I 1 aide de tests appropri^s* 

23. - Precede selon la revendication 22 , caract£~ 
ris£ en ce que les fractions recueillies sont au nombre 
de 7, les fractions F^, F2# F3, P4, F5, Fg et F7. 

24 * - Procede selon la revendication 22 r caract£~ 
rise en ce que les poids mol<§culaires desdites fractions 
sont lvalues par revelation au nitrate d 1 argent d'un gel 
PAGE-SD3. 

25 . - Proced£ selon 1 1 une quelconque des reven- 
dications 20 ou 21, caracterise en ce que le milieu de 



2615103 



30 

culture mis en oeuvre pour Xa pr^culture et/ou pour la 
culture de promastigotes de Leishmania est avantageusement 
constitu£ par un melange lsl de milieu RPMI 1640 et de 
milieu 199, addition^ de 2 & 10 % de s^rum de veau foetal 
5 d^compl^ment^, de glutamine 2 mM # de tricine pH 7, 50 h 
100 mM et d'antibiotiques approprids. 

„ 26.- Proc£d£ selon la revendication 22 , caract^ris^ 
en ce que les operations de mise en suspension et de centri- 
fugation sont r£alis£es de preference k une temperature 

10 de I'ordre de +4°C environ* 

27-- Proc£d£ selon l'une quelconque des reven- 
dications 20 ou 21 r caracterise en ce que I'etape de 
preculture est supprimee t auquel cas pn utilise comme 
inoculum, 500 a 1000 ml de la culture r£siduelle provenant 

15 d*une culture pr^cedente* 
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Fl G. 2 



Poids 
Mdkuiaire 



f-94KD 
67KD 




2615103 



3/3 




0 1 2 34 5 6 7 6 910 1112 13 



